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ABSTRACT
Pyrrolizidine  alkaloids  (PAs)  are  anti-herbivorous  toxins  that  are  found  in  the
Asteraceae, Boraginaceae, Convolvulaceae, Fabaceae, Orchidaceae, and Poaceae.
Interestingly, the PA biosynthesis evolved several times independently in the different
plant  lineages.  The  first  pathway-specific  enzyme,  the  homospermidine  synthase
(HSS), evolved repeatedly by gene duplication from the primary metabolism gene
deoxyhypusine  synthase  (DHS).  Remarkably,  although  the  independent  evolution
resulted in very similar PA structures, the integration into the plant’s pathway was
different in the various lineages. Inter alia, this is shown by the different regulation of
PA biosynthesis in the plant, e.g., even in the same taxonomic order, the site of PA
biosynthesis varies between different species. 
In this thesis, a further facet was added to the versatile regulation of the PA pathway.
It was known that comfrey (Symphytum officinale L.) produces PAs in the root. This
work shows that  Symphytum activates a second site of PA biosynthesis in young
leaves  next  to  developing  inflorescences  to  boost  defense  against  herbivores.
According to the optimal defense theory, reproductive tissues have a high value for
the plant and need good protection. The finding that Symphytum has two sites where
PAs are produced, was then used to identify further enzymes of the pathway. For a
substractive  approach,  three  tissues  were  chosen  for  transcriptome  sequencing
(young leaf that produces PAs, young leaf that produces no PAs, and roots that also
produce PAs). Subsequently, the transcript abundance was measured  in silico and
transcripts  that  were  only  expressed  in  PA-producing  tissues  were  enriched.  By
searching the enriched transcripts, I was able to identify diamine oxidases (DAOs)
that are postulated to catalyze the second step of the PA pathway, the oxidation of
homospermidine. The DAO transcripts were further analyzed on their occurrence in
various  tissues  and  cell  types,  protocols  for  the  heterologous  expression  in
Escherichia coli were established, and it was tried to measure their enzyme activity
with the postulated substrate homospermidine. The results indicate that two different
DAOs are involved in PA biosynthesis, one in the leaves and the other one in roots.
To test for the involvement of DAOs, and further identified candidate genes, in PA
biosynthesis  in vivo, RNA silencing was applied. In a proof-of-concept experiment,
HSS  was  used  as  a  target  for  RNAi-mediated  gene-knockdown  and  it  was
successfully shown that a reduced level of HSS transcripts leads to a reduced level of
PAs. These results encourage further RNAi experiments to test the function of other
identified candidates.
In  summary,  this  work  provides  novel  knowledge  about  the  regulation  of  PA
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biosynthesis  in  Symphytum and  adds  another,  unique  facet  to  the  convergent
evolution of PAs. In addition, it was shown for the first time in vivo, that the HSS is
truly  essential  for  PA biosynthesis.  Furthermore,  the data and methods that  were
developed during this thesis will  be a valuable and helpful source for the ongoing
research on PA biosynthesis and the involved enzymes.
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KURZFASSUNG
Pyrrolizidinalkaloide (PAs) sind giftige Abwehrstoffe von Pflanzen und kommen unter
anderem in  den  Familien  Asteraceae,  Boraginaceae,  Convolvulaceae,  Fabaceae,
Orchidaceae und Poaceae vor.  Die Biosynthese von PAs in Pflanzen ist  insofern
besonders  interessant,  da  sie  im  Laufe  der  Evolution  mehrfach  unabhängig
voneinander  entstanden  ist.  Das  Eingangsenzym  des  Stoffwechselweges,  die
Homospermidine-Synthase  (HSS),  ist  mehrfach  in  verschiedenen  Pflanzen  durch
eine Genduplikation  aus dem Primärstoffwechselenzym Desoxyhypusine-Synthase
(DHS)  hervorgegangen.  Bemerkenswerterweise  führte  die  Evolution  der  PA-
Biosynthese zu in Ihrer Grundstruktur fast gleichen Metaboliten, die Integration in den
pflanzlichen Stoffwechsel scheint allerdings jedes mal unterschiedlich erfolgt zu sein.
Dies  zeigt  sich  unter  anderem  an  der  unterschiedlichen  Lokalisation  der  PA-
Biosynthese  in  den  verschiedenen  Spezies.  Sogar  innerhalb  einer  Ordnung
(z.B. Boraginales) kann der Ort der Biosynthese stark variieren.
In dieser Arbeit konnte eine weitere Facette der vielfältigen Regulation der Synthese
pflanzlicher  Sekundärstoffe  hinzugefügt  werden.  Bekannt  war,  dass  im  Beinwell
(Symphytum  officinale)  PAs  in  der  Wurzel  produziert  werden.  Neu  ist,  dass  die
Pflanze einen weiteren Ort der Biosynthese in jungen Blättern aktivieren kann, um
den Schutz  von neuen Blütenständen zu verbessern.  Reproduktive  Gewebe sind
nach  der  sog.  optimal-defence-theory besonders  wertvoll  für  die  Pflanze.  Dass
Symphytum in zwei verschiedenen Pflanzengeweben PAs produziert, wurde in einem
folgendem  Schritt  für  die  Identifikation  von  weiteren  Enzymen  dieses
Stoffwechselweges ausgenutzt. Für einen subtraktiven Ansatz wurden drei Gewebe
(junge Blätter mit, junge Blätter ohne und Wurzeln mit PA-Biosynthese) ausgewählt,
deren Transkriptom sequenziert und anschließend die Transkriptabundanz bestimmt.
Anschließend  wurden  nur  jene  Transkripte  in  silico angereichert,  die  nur  in  PA-
produzierenden  Geweben  vorkommen.  Dazu  gehörten  auch  Transkripte  von
Diaminoxidasen  (DAOs),  die  nach  den  Ergebnissen  von  Tracer-Fütterungs-
experimenten, Inhibitorversuchen und biomimetischen Experimenten für den zweiten
Schritt  der  PA-Biosynthese,  die  Oxidation  von Homospermidin,  postuliert  werden.
Daher  wurden  Transkripte  der  DAOs  in  weiteren  Schritten  genauer  auf  ihr
Vorkommen in verschiedenen Geweben und Zellen untersucht.  Außerdem wurden
Protokolle  für  die  heterologe  Expression  in  Escherichia  coli etabliert,  um  die
Enzymaktivität  mit  dem  Substrat  Homospermidin  zu  bestimmen.  Die  Ergebnisse
sprechen dafür, dass zwei verschiedene DAOs an der PA-Biosynthese beteiligt sind,
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eine  in  Blättern  und  die  andere  in  Wurzeln.  Um  die  DAOs  und  weitere
Kandidatenenzyme in vivo auf Ihre Funktion in der PA-Biosynthese zu testen, wurde
in  einer  weiteren  Studie  RNA-Inteferenz  verwendet.  In  einem  proof-of-concept-
Experiment  wurde  die  HSS  als  Ziel  für  einen  RNAi-vermittelten  Gen-knockdown
ausgewählt. Es konnte gezeigt werden, dass eine reduzierte HSS-Transkriptmenge
auch  eine  reduzierte  PA-Menge  in  den  Mutanten  zur  Folge  hat.  Dies  sind
vielversprechende  Ergebnisse,  die  für  weitere  solcher  Experimente  mit  anderen
Kandidatenenzymen sprechen.
Diese Arbeit  bietet neue Erkenntnisse über die Regulation der PA-Biosynthese in
Sympyhtum officinale und fügt dem Aspekt der konvergenten Evolution der PAs eine
weitere, einzigartige Facette hinzu. Außerdem konnte zum ersten Mal in vivo gezeigt
werden, dass die HSS tatsächlich essentiell für die PA-Biosynthese ist.
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